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UJI AKTIVITAS SITOTOKSIK EKSTRAK METANOL, FRAKSI BUTANOL, 
FRAKSI ETIL ASETAT, DAN FRAKSI KLOROFORM  
BUAH KEMUKUS (Piper cubeba) TERHADAP SEL KANKER T47D 
Abstrak  
Kanker payudara merupakan salah satu jenis kanker yang menjadi penyebab kematian 
utama pada populasi wanita di Indonesia. Sebagian besar terapi kanker menimbulkan 
efek yang tidak diinginkan oleh pasien sehingga banyak yang beralih ke pengobatan 
dengan menggunakan bahan yang berasal dari alam. Ekstrak metanol buah kemukus 
(Piper cubeba) diketahui memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara 
MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468. Beberapa penelitian sebelumnya belum 
dilakukan penelitian buah kemukus terhadap sel kanker T47D, sehingga tujuan penelitian 
ini untuk mengetahui aktivitas sitotoksik pada ekstrak metanol, fraksi butanol, fraksi etil 
asetat, dan fraksi kloroform buah kemukus terhadap sel kanker  T47D. 
Metode maserasi dengan metanol dipilih untuk mengekstraksi buah kemukus (Piper 
cubeba). Uji aktivitas sitotoksik dilakukan dengan MTT assay. Ekstrak maupun fraksi 
yang memiliki nilai IC50 yang rendah diantaranya kemudian dilakukan uji kandungan 
senyawa dengan KLT (Kromatografi Lapis Tipis). 
Hasil uji aktivitas sitotoksik menunjukkan nilai IC50 ekstrak metanol dan fraksi 
kloroform buah kemukus (Piper cubeba) masing-masing sebesar 134,95 µg/mL dan 
225,3 µg/mL, sedangkan fraksi butanol dan fraksi etil asetat tidak memiliki aktivitas 
sitotoksik. Hasil uji kandungan senyawa menunjukkan bahwa ekstrak metanol dan fraksi 
kloroform mengandung senyawa metabolit sekunder golongan alkaloid, lignan, dan 
terpenoid. 
Kata Kunci : Piper cubeba, MTT assay, Sitotoksik, T47D 
 Abstract 
Breast cancer is one type of cancer that causes major deaths in the female population in 
Indonesia. Most cancer therapies cause unwanted effects for patients so many patients 
are turning to treatment by using materials derived from nature. Methanol extract of the 
kemukus fruit (Piper cubeba) is known to have cytotoxic activity against breast cancer 
cells MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468. Several previous studies no research has 
been done on the kemukus fruit of T47D cancer cells, so the purpose of this research is 
to know cytotoxic activity in methanol extract, butanol fraction, ethyl acetate fraction, 
and chloroform fraction of kemukus fruit against T47D cancer cells.  
The maceration method with methanol was selected for extracting kemukus fruit (Piper 
cubeba). The cytotoxic activity test was performed with an MTT assay. Extracts and 
fractions that have less IC50 values were tested the content of compounds with TLC (Thin 
Layer Chromatography).. 
The result of cytotoxic activity test showed that IC50 methanol extract and chloroform 
fraction of kemukus fruit (Piper cubeba) were 134,95 μg / mL and 225.3 μg / mL, 
respectively butanol fraction and ethyl acetate fraction show that did not have cytotoxic 
activity. The result of TLC showed that methanol extract and chloroform fraction contain 
secondary metabolite compound of alkaloids, lignans, and terpenoids. 
 







    
2 
 
1. PENDAHULUAN  
Kanker merupakan salah satu penyebab kematian yang utama di seluruh dunia. Pada tahun 2012, 
penyakit kanker menyebabkan kematian sekitar 8,2 juta orang per tahun. Di Indonesia, prevalensi 
kematian akibat kanker pada perempuan didominasi oleh kanker payudara dengan persentase sebesar 
21,4% (WHO, 2014). Pengobatan kanker meliputi radioterapi, terapi hormonal dan kemoterapi yang 
pada umumnya memiliki efek yang kurang nyaman bagi penderita kanker seperti mual hingga bone 
marrow failure (Sriwiriyajan et al., 2014). Untuk menghindari efek samping tersebut, masyarakat 
banyak beralih menggunakan tanaman herbal untuk pengobatan kanker. 
Buah kemukus (Piper cubeba) diketahui memiliki aktivitas sebagai antikanker. Ekstrak 
metanol buah kemukus (Piper cubeba) diketahui memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker 
payudara MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 dengan nilai IC50 secara berturut sebesar 
26,63±0,47 g/mL; 22,95±2,09 g/mL; 59,19±3,97 g/mL (Sriwiriyajan et al., 2014). Ekstrak kasar 
diklorometan buah kemukus diketahui memiliki nilai IC50 sebesar 22,31±0,83 g/mL terhadap sel 
kanker payudara MCF-7 (Graidist et al., 2015).  
Kandungan kubebin dalam ekstrak biji buah kemukus memiliki aktivitas dalam menekan 
pertumbuhan pada sel kanker prostat PC-3 (Yam et al., 2008). Ekstrak buah kemukus menunjukkan 
aktivitas efek sitotoksik dan menginduksi fragmentasi DNA pada sel kanker payudara (Sriwiriyajan 
et al., 2014 ). Yatein, hinokinin, kubebin, dihidrokubebin memiliki aktivitas antifeedant terhadap 
beberapa produk penyimpanan insektisida. Hinokinin telah diteliti memiliki aktivitas antiinflamasi 
dan analgesik (Da Silva et al., 2005). Kubebin memiliki aktivitas sebagai antiinflamasi dan analgesik 
(Borsato et al., 2000). Yatein memiliki aktivitas sebagai antikanker (Hussein et al., 2000). Struktur 










Gambar 1. Struktur kimia cubebin dan yatein 
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Dari beberapa penelitian belum dilakukan penelitian buah kemukus terhadap sel kanker 
payudara T47D, sehingga akan dilakukan penelitian mengenai aktivitas sitotoksik pada ekstrak 
metanol, fraksi butanol, fraksi etil asetat, dan fraksi kloroform terhadap sel kanker T47D. 
2. METODE  
2.1 Alat dan Bahan 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah ELISA reader (Biotek, tipe Elx800), 
haemocytometer (Assistent), cytotoxic safety cabinet (Esco, tipe cytoculture), handtally counter 
(Kenko, model HT-302), dan kamera digital (Canon).  
Bahan yang digunakan yaitu simplisia buah kemukus (Piper cubeba) yang diperoleh dari 
daerah Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah, sel T47D yang diperoleh dari Laboratorium 
Biologi Fakultas Farmasi Universitas Muhammadiyah Surakarta, MTT dalam PBS (Phosphate-
Buffered Saline) 20%, media kultur (RPMI), doksorubisin sebagai kontrol positif, reagen semprot 
dragendorff, H2SO4, anisaldehid-H2SO4. 
2.2 Preparasi Bahan dan Pembuatan Ekstrak 
Buah kemukus yang telah diperoleh dibersihkan dari kotoran-kotoran yang menempel dengan air 
bersih kemudian dikeringkan di bawah sinar matahari selama 2 hari. Ekstraksi buah kemukus 
dilakukan dengan metode maserasi. Sebanyak 500 gram serbuk buah kemukus dimaserasi 
menggunakan metanol sebanyak 1,5 L di dalam bejana gelas. Maserasi dilakukan selama 3 hari 
dilanjutkan dengan remaserasi selama 3 hari. Ekstrak metanol yang diperoleh kemudian dikentalkan 
dengan rotary evaporator agar proses pengentalan berlangsung lebih cepat. Fraksinasi pada ekstrak 
metanol dilakukan dengan partisi cair-cair untuk memisahkan kandungan senyawa dalam ekstrak 
berdasarkan polaritasnya. Pelarut yang digunakan yaitu butanol sebagai pelarut polar, etil asetat 
sebagai pelarut semi polar, dan kloroform sebagai pelarut non polar. 
2.3 Pemanenan dan Perhitungan Sel T47D 
Sel dipanen dalam kondisi 80% konfluen. Media dibuang dengan menggunakan pipet pasteur steril. 
Sel dicuci dengan 5 mL PBS. Tripsin-EDTA (tripsin 0,25%) 450 µL ditambahkan ke dalam 
campuran secara merata sambil digoyang-goyangkan agar sel terlepas, jika belum terlepas sel 
diinkubasi dalam inkubator CO2 5%. Media ditambahkan sebanyak 5 mL untuk menginaktifkan 
tripsin. Sel diresuspensi dengan pipet sampai sel terlepas satu per satu (tidak menggerombol). Sel 
yang lepas dipindahkan ke dalam conical steril baru dan kepadatan sel dihitung dengan 
haemocytometer (CCRC, 2012). 
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2.4 Uji Sitotoksik dengan MTT assay 
Dari stok yang dibuat 5 konsentrasi yaitu 25, 50, 100, 200, 400 g/mL diambil 100 L/sumuran pada 
tiap seri konsentrasi lalu dimasukkan ke dalam microplate 96 yang telah berisi suspensi sel T47D, 
kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C dalam inkubator 5% CO2. Pada akhir inkubasi, 
media dibuang kemudian ditambahkan 100 L MTT 5 mg/mL dalam PBS dan diinkubasi kembali 
dalam inkubator 5% CO2. Setelah inkubasi berjalan 2 jam, reaksi dihentikan dengan penambahan 
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 10% dalam HCl 0,01 N sebanyak 100 L/sumuran untuk melarutkan 
formazan. Penambahan SDS dapat dilakukan di luar Laminar Air Flow cabinet, plate dibungkus 
dengan kertas kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu kamar. Hasilnya dibaca dengan ELISA 
reader pada panjang gelombang 550nm sehingga didapatkan data absorbansi sampel. Persentase sel 
hidup dihitung dari data absorbansi sel, kemudian dibuat kurva hubungan log konsentrasi versus % 
sel hidup dan dihitung harga IC50 (CCRC, 2012). 
2.5 Uji Kandungan Senyawa 
Kandungan senyawa metabolit sekunder buah kemukus (Piper cubeba) ditentukan dengan 
Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Ekstrak maupun fraksi buah kemukus yang memiliki nilai IC50 
paling rendah dari semua sampel ditotolkan pada plat GF254 dan dielusi denga fase gerak toluen-etil 
asetat (7:3). Deteksi pertama menggunakan reagen semprot dragendorff untuk mengetahui adanya 
golongan senyawa alkaloid.  Pada pengamatan secara visual bercak akan terlihat berwarna coklat. 
Deteksi kedua menggunakan reagen semprot asam sulfat untuk mengetahui adanya golongan 
senyawa lignan. Pada pengamatan secara visual bercak akan terlihat berwarna violet. Deteksi ketiga 
menggunakan reagen semprot anisaldehid-asam sulfat untuk mengetahui adanya golongan senyawa 
terpenoid. Bercak secara visual akan berwarna merah-violet (Wagner and Bladt, 1996). 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN  
3.1 Uji Sitotoksik 
Uji sitotoksik terhadap ekstrak metanol, fraksi butanol, fraksi etil asetat dan fraksi kloroform buah 
kemukus (Piper cubeba) dilakukan dengan metode MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Brommide]. Prinsip metode MTT adalah pengukuran absorbansi kristal 
formazan yang berwarna ungu yang hanya dapat direduksi oleh enzim reduktase yang terdapat pada 
sel yang masih hidup, sehingga semakin banyak sel yang masih hidup maka semakin besar 
absorbansi yang didapat. Reaksi reduksi MTT menjadi kristal formazan dapat dilihat pada Gambar 2.  
 
 










Gambar 2. Reaksi reduksi MTT menjadi kristal formazan 
Sel kanker yang digunakan adalah sel kanker payudara T47D yang memiliki morfologi 
berbentuk epitel memanjang dan bergerombol. Sel yang telah mati akan mengalami perubahan 
morfologi sel menjadi bulat dengan inti yang berubah menjadi hitam. Morfologi sel kanker T47D 









Gambar 3. Morfologi sel kanker T47D. (A) Sebelum mendapat perlakuan (B) Setelah mendapat 
perlakuan doksorubisin 25 µg/mL.  
Keterangan : sel mati () 
 
Parameter yang digunakan untuk melihat aktivitas sitotoksik dilihat dari nilai IC50. Nilai IC50 
menunjukkan seberapa besar nilai konsentrasi suatu senyawa agar dapat menghambat pertumbuhan 
sel sebesar 50% dari populasi. Suatu senyawa dikatakan memiliki aktivitas sitotoksik apabila 
memiliki nilai IC50 ≤ 20 µg/mL (Graidist et al., 2015). 
Hasil uji sitotoksik ekstrak dan masing-masing fraksi buah kemukus (Piper cubeba) dapat 
dilihat pada Tabel 1. Dari hasil perhitungan IC50 dapat diketahui bahwa dari keempat sampel yang 
memiliki nilai IC50 paling rendah adalah ekstrak metanol dengan nilai IC50 sebesar 134,95 µg/mL 
dan fraksi kloroform dengan nilai IC50 sebesar 225,3 µg/mL. Semakin rendah nilai IC50 yang 
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25 1,40 1,043 0,911 1,012 1,061 82,65 134,95 Tidak aktif 
50 1,70 0,924 0,913 0,903 0,970 75,27 
100 2,00 0,960 0,856 0,797 0,869 69,97 
200 2,30 0,708 0,732 0,897 0,755 60,89 
400 2,60 0,111 0,114 0,137 0,115 0,02 
Fraksi 
butanol 
25 1,40 0,996 1,085 1,148 1,064 88,85 >400 Tidak aktif 
50 1,70 1,026 1,056 1,169 0,992 87,68  
100 2,00 1,003 1,004 1,266 1,024 88,94  
200 2,30 0,950 1,001 1,256 1,027 87,47  
400 2,60 0,952 0,990 1,241 1,020 86,75  
Fraksi etil 
asetat 
25 1,40 0,969 1,080 1,233 1,103 90,99 >400 Tidak aktif 
50 1,70 1,040 1,063 1,166 1,204 93,04 
100 2,00 1,013 1,019 1,130 1,191 90,24 
200 2,30 1,064 1,016 1,030 1,149 88,05 
400 2,60 0,933 0,957 1,026 1,071 81,72 
Fraksi 
kloroform 
25 1,40 1,102 0,949 1,092 1,046 86,42 225,30 Tidak aktif 
50 1,70 1,066 1,087 0,962 1,049 85,84 
100 2,00 0,970 0,928 1,022 0,877 77,30 
200 2,30 0,833 0,864 0,837 0,867 68,08 
400 2,60 0,302 0,323 0,303 0,419 20,27 
Keterangan : Abs = absorbansi, Kons = konsentrasi 
 
Pada penelitian sebelumnya diketahui bahwa ekstrak metanol buah kemukus (Piper cubeba) 
diketahui memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara MCF-7, MDA-MB-231, MDA-
MB-468 dengan nilai IC50 secara berturut sebesar 22,31±0,83 g/mL; 21,84±1,60 g/mL; 
65,12±5,98 g/mL (Sriwiriyajan et al., 2015). Penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak metanol, 
fraksi butanol, fraksi etil asetat, dan fraksi kloroform buah kemukus (Piper cubeba) tidak memiliki 
aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker T47D.  
3.2 Uji Kandungan Senyawa 
Identifikasi golongan senyawa dilakukan dengan pereaksi semprot dragendorff, H2SO4, dan 
anisaldehid-H2SO4. Profil kromatogram ekstrak metanol dan fraksi kloroform buah kemukus (Piper 
cubeba) tersaji dalam Gambar 4. Berdasarkan hasil identifikasi secara kualitatif dengan berbagai 
pereaki semprot, ekstrak metanol dan fraksi kloroform mengandung golongan senyawa alkaloid, 
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Gambar 4. Profil Kromatogram ekstrak metanol dan fraksi kloroform buah kemukus (Piper 
cubeba). 
Keterangan : Ekstrak metanol (M), fraksi kloroform (K), sinar tampak (A), UV 254 nm (B), UV 
366 nm (C), setelah disemprot dragendorff (D), setelah disemprot H2SO4 (E), setelah disemprot 
anisaldehid- H2SO4 (F) 
 
Tabel 2. Deteksi golongan senyawa pada ekstrak metanol dengan berbagai pereaksi semprot 








1 0,14 - - - - - Biru - 
2 0,32 - - - - - Biru - 
3 0,36 - - - - Abu - - 
4 0,40 - Pemadaman - - - - - 
7 0,46 - Pemadaman Biru Coklat - - Alkaloid 
9 0,54 - Pemadaman - - - Violet Terpenoid 
12 0,64 - - - - Biru - - 
13 0,67 - Pemadaman - - - - - 
15 0,71 - Pemadaman Biru - Violet - Lignan 
16 0,72 - Pemadaman - - - Violet Terpenoid 
17 0,74 - - - Hitam - - - 
19 0,87 - Pemadaman - - - - - 


































Tabel 3. Deteksi golongan senyawa pada fraksi kloroform dengan berbagai pereaksi semprot 












1 0,14 - - - - - Biru - 
2 0,25 - - - - - Biru - 
5 0,32 - - Biru - - - - 
6 0,33 - Pemadaman Biru Coklat - - Alkaloid 
8 0,41 - - Biru - - - - 
9 0,47 - Pemadaman - - - Violet Terpenoid 
10 0,50 - - - Hitam - - - 
11 0,54 - - Hijau - - - - 
14 0,63 - Pemadaman Biru - Violet - Lignan 
16 0,68 - Pemadaman - - - Violet Terpenoid 
18 0,72 - - Violet - - - - 
20 0,73 - - Merah - - - - 
 21 0,85 - Pemadaman - - - Violet Terpenoid 
Ket = Keterangan 
 
Senyawa-senyawa tersebut dilaporkan memiliki aktivitas antikanker. Penelitian menyebutkan 
bahwa golongan senyawa alkaloid memiliki efek antimetastasis pada berbagai jenis kanker baik in 
vitro maupun in vivo. Beberapa senyawa alkaloid alami seperti evodiamine, barberin, piperin dan 
tetrandine bersifat antikanker kolon dengan mekanisme yang berbeda-beda untuk tiap senyawa (Lu 
et al., 2012). Lignan yang terkandung dalam buah kemukus telah dilaporkan berjumlah lebih kurang 
24 dimana salah satunya adalah yatein yang memiliki aktivitas sebagai antikanker (Hussein et al., 
2000). 
4. PENUTUP  
Ekstrak metanol, fraksi butanol, fraksi etil asetat, dan fraksi kloroform buah kemukus (Piper cubeba) 
tidak memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker T47D. Hasil uji kandungan senyawa 
menunjukkan bahwa ekstrak metanol dan fraksi kloroform buah kemukus (Piper cubeba) 
mengandung senyawa metabolit sekunder golongan alkaloid, lignan, dan terpenoid.  
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